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基础 研究 


ABCAI1 敲 低 对 小 鼠 巨 哈 细 胞 中 Pam3CSK43 引 | 起 的 炎症 反应 的 


双 同 调节 作用 
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摘要 :目的 检测 ABCA1 敲 低 对 巨 噬 细 胞 中 Pam3CSK4 引 起 的 炎症 应 答 的 影响 。 方 法 构建 小 鼠 单 核 巨 吹 细 胞 RAW264.7 的 
ABCA1 敲 低 的 稳定 细胞 系 ,以 TLR2 配 体 Pam3CSK4 刺 激 该 细胞 系 建立 炎症 反应 细胞 模型 ,在 该 细胞 模型 上 检测 相关 促 炎 和 
抗 炎 细胞 因子 转录 水 平 的 表达 变化 。 结 果 ABCA1 训 低 的 RAW264.7 稳 定 细 胞 株 在 Pam3CSK4 刺 激 后 ,I 工 -1B,TNF-a 和 IL-6 表 


达 发 生 显著 上 调 (P<0.01), 而 转录 抑制 因子 cAMP 依 赖 性 转录 


因子 3(ATF3) 也 发 生 显著 上 调 (P<0.01) ;与 此 同时 ,ATF 和 蛋白 家 族 


中 其 它 因子 ATF1,ATF2,AIF4 和 AIF5 转 录 水 平 没 有 发 生 显著 变化 。 结 论 在 巨 吹 细 胞 RAW264.7 中 ,ABCA1 敲 低 显著 上 调 


Pam3CSK43 引 起 的 促 炎 因子 蕊 -18,TNF-ac 和 开 -6 的 表达 的 同 


Ble 


也 显著 上 调 了 具有 抗 炎 效 应 的 ATF3 的 表达 ,其 对 炎症 反应 的 


影响 可 能 并 非 是 单 向 的 促 炎 作 用 ,而 是 发 生 双 向 的 调节 ,而 ABCA1 参 与 上 调 ATF3 表 达 的 机 制 可 能 也 与 其 ATF 蛋白 家 族 其 他 


成 员 的 上 游 调 节 机 制 不 同 。 
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Abstract: Objective To investigate the regulatory effect of ATP-binding cassette transporter Al (ABCA1) knockdown on 


inflammatory response induced by Pam3CSK4 in mouse mononuclear macrophage RAW264.7 cell line. Methods A mouse 
mononuclear macrophage RAW264.7 cell line with stable ABCA1 knockdown was constructed and stimulated with Toll-like 


receptor 2 (TLR2) ligand Pam3CSK4, and the changes in the transcriptional levels of the proinflammatory and anti- 
inflammatory cytokines were analyzed in this cell model. Results In RAW264.7 cells, ABCA1 knockdown significantly up- 


regulated Pam3CSK4 stimulation-induced expressions of IL-16, TNF-a and IL-6 and also enhanced the expression of 
transcription factor cAMP-dependent transcription factor 3 (ATF3) without obviously affecting the expressions of the 
transcription factors ATF1, ATF2, ATF4 or ATF5. Conclusion ABCA1 knockdown in macrophages may have both 
proinflammatory and anti-inflammatory effects. ABCA1 knockdown up-regulates the transcription of ATF3 possibly through a 
mechanism that is different from that for the other members of the ATF protein family. 


Keywords: ATP-binding cassette transporter A1; Toll-like receptor 2; activating transcription factor 3; Pam3CSK4 


转运 蛋白 ATP- 盒 式 结合 转运 子 -AI(ABCAI ) 是 在 
介 导 胆固醇 反 向 转运 中 发 挥 核 心 作用 的 跨 膜 蛋 白 ,通过 
直接 与 载 脂 蛋白 ApoA-1 和 ApoE 结 合 , 介 导 胆 固 醇 
载 脂 蛋 白 组 分 转运 ,其 缺失 能 够 阻 断 绝 大 部 分 胆 因 本 


am pi 
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向 转运 2。 近 几 年 ,有 研究 显示 ABCA1 可 通过 与 HDL 
介 导 的 胆固醇 反 向 转运 作用 抑制 炎症 反应 ?9 ,还 可 通过 
参与 细胞 胆固醇 和 磷脂 转运 ,细胞 表面 脂 质 结构 域 的 
成 等 多 个 环节 对 炎症 进行 抑制 性 调节 "2。 当 ABCA1 
缺失 条 件 下 ,小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 受到 TLR2.3 和 4 的 配 
体 刺 激 ,相关 的 炎 性 细胞 因子 和 趋 化 因子 表达 能 发 生 显 
5 ae aia 

ATF3( 活 化 转录 因子 3) 是 转录 活化 因子 /cAMP 反 
应 元 件 结合 蛋白 (ATF/CREB ) 转 录 因 子 家 族 成 员 ,通过 
自身 亮 氨 酸 拉链 结构 与 其 他 有 相同 结构 域 的 转录 因子 
同 二 聚 化 或 异 二 聚 化 结合 于 炎症 相关 因子 启动 子 区 , 抑 
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制 其 转录 活化 ,调节 多 个 炎症 相关 因子 的 表达 ,是 重要 的 
炎症 抑制 因子 *”*。ATF3 在 静 息 期 维持 低 表 达 水 平 ,而 内 
质 网 压力 应 激 等 条 件 下 表达 上 调 并 发 挥 抗 炎 作用 一” 。 
有 研究 提出 高 胆固醇 饲养 能 够 上 调 小 鼠 体 内 ATF3 表 达 
并 激活 对 Th 细胞 中 ATF3 依赖 性 的 免疫 抑制 作用 叫 。 
而 在 ABCA1 通过 胆固醇 转运 和 膜 表 面 脂 质 结构 域 形 
成 等 多 种 机 制 对 炎症 进行 抑制 性 调节 的 进程 中 ,是 否 参 
与 了 对 抑制 性 转录 因子 ATF3 的 表达 调节 尚 不 清楚 。 为 
了 检测 ABCA1 在 参与 炎症 调节 中 是 否 参 与 ATF3 的 转 
录 调 节 ,本 文 构建 了 小 鼠 单 核 巨 噬 细 胞 RAW264.7 的 
ABCA] MURAD A .利用 TLR2 配 体 Pam3CSK4 刺 激 
该 细胞 系 建立 炎症 反应 细胞 模型 检测 促 炎 细胞 因子 
IL-1B、TNF-a 和 IL-6 在 ABCA1 项 低 的 RAW264.7 重 组 
细胞 系 中 的 表达 变化 以 及 ATF3 及 其 家 族 成 员 的 表达 


变化 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

MSH030800-7-CU6 shRNA 质粒 ( 复 能 生物 构 
建 ),Fugene HD 转 染 试剂 购 自 Promega,1640 培 养 基 购 
自 Hyclone, 胎 牛 血清 购 自 BI;RAW264.7 小 鼠 单 核 巨 鸣 
细胞 系 购 自 中 科 院 上 海 细 胞 库 。ABCA1I 人 小 鼠 单 抗 购 自 
Abcam, ATF3 REHU H SANTA, b-actin 免 单 抗 购 自 
CST。IgG 山 羊 抗 鼠 多 抗 以 及 IgG 山羊 抗 免 多 抗 购 自 昕 
泰 生物 ,Western 及 IP 细 胞 裂解 液 ,SDS-PAGE 凝 胶 配 制 
试剂 盒 购 自 匠 云天 ,TriPure Isolation Reagent 和 Fast- 
Start Universal SYBR Green Master (ROX) 购 自 
Roche, First Strand cDNA Synthesis Kit W A Thermo, 
其 余 试 剂 均 为 进口 分 析 纯 。 
1.2 方法 
1.2.1 ABCA1 KD 重组 细胞 系 构 建 查询 NCBI 数 据 
库 ,选择 编号 为 Pr006106100 的 siRNA 序列 >Probe| 
6106100|/SIRNA SENSE siRNA sense sequence (21b) 
GGATGTATAATGAGCAGTATT>Probe|6106100|SIR - 
NA_ANTISENSE siRNA antisense sequence (21b)TAC 
TGCTCATTATACATCCTT, 男 委托 复 能 公司 预测 3 处 
ABCAL KD 位 点 ,设计 3 对 备用 siRNA 序列 ,应 用 以 上 
4X} siRNA 序列 ,以 复 能 公司 的 shRNA 载体 psi-U6TM 
作为 载体 骨架 ,委托 复 能 公司 构建 shRNA 载体 ,共计 
4 份 ,分 别 记 为 :ABCA1shl1.ABCA1 sh2,ABCA1sh3 fil 
ABCA1sh4; 另 外 对 照 shRNA 载 体 记 为 NC。 

复苏 1 支 RAW264.7 细 胞 ,以 10% 胎 牛 血清 的 1640 
培养 基 10 mL ,培养 于 直径 10 em PEL 5% CO;,,37 °C 
恒温 培养 , 隔 天 传代 。 取 传代 3 次 的 RAW264.7 细 胞 ， 
每 也 2x10' 种 植 于 6 孔 板 ,共计 种 6 孔 ,培养 过 夜 。 将 5 份 
质粒 分 别 转 和 人 5 孔 细 胞 ,每 种 质粒 取 3.3 hg 与 153 uL JEI. 


清 1640 培 养 基 混 匀 ,再 加 入 13.5 uL Fugene HD 转 染 试 
剂 , 吹 打 混 匀 , 静 置 包 被 10~15 min。 吸 取 混 匀 后 的 质粒 
包 被 混合 物 , 缓 慢 滴 加 入 孔 , 每 孔 150 pL, 在 超 净 台 上 平 
行 播 晃 混 匀 ,37 % 恒 温 培养 24h 后 换 液 , 每 孔 细 胞 加 嗓 
叭 霉 素 ( 终 浓度 为 3 pg/mL) 用 于 筛选 ABCAI1 敲 低 
(ABCA KD) 的 稳定 细胞 系 ,其 中 1 孔 未 做 转 染 的 细 
胞 作为 空白 对 照 。37 % ,5% CO, 条 件 下 培养 , 隔 天 以 含 
3 pg/mL WEIS aE AR AY 1640 培养 基 进 行 换 液 。15 d 内 对 
照 孔 细胞 全 部 死亡 后 ,对 转 染 孔 新 增殖 细胞 分 别 进 行 扩 
增 培养 并 冻 存 。 所 得 到 稳定 抗 性 细胞 系 分 别 标记 为 
RAW264.7-ABCAINC,RAW264.7-ABCA1sh1,RAW 

264.7-ABCA1sh2,RAW264.7-ABCA1sh3 和 RAW264.7- 
ABCA1sh4, 

1.2.2 ABCA1 KD 稳定 抗 性 细胞 系 鉴定 TriPure 
Isolation Reagent 提 取 RAW264.7-ABCA1NC,RAW 

264.7-ABCA1sh1,RAW264.7-ABCA1sh2 ,RAW264.7- 
ABCAlsh3 和 RAW264.7-ABCA1lsh4 稳定 抗 性 细胞 
系 总 RNA。 将 RAW264.7-ABCA1INC ,RAW264.7- 

ABCA1lshl ,RAW264.7-ABCA1sh2 ,RAW264.7-ABCA1sh3 
和 RAW264.7-ABCA1sh4 稳 定 抗 性 细胞 系 共计 5 株 分 
别 以 每 孔 2x10° 种 植 于 6 孔 板 ,每 株 种 3 个 平行 副 孔 , 共 
计 15 孔 ,以 含 3 pg/mL 味 叭 霉 素 的 1640 培 养 基 培 养 24h 
后 , 吸 去 培养 基 上 清 , 提 取 细 胞 系 总 RNA, 检 测 ABCA1 
转录 水 平 在 稳定 抗 性 细胞 系 中 的 变化 。 

将 RAW264.7-ABCA1NC,RAW264.7-ABCA1shl 

稳定 抗 性 细胞 系 共 计 2 株 ,分 别 以 每 孔 2x10 种植 于 6 孔 
板 , 每 株 细胞 系 种 3 个 平行 副 孔 ,共计 6 了 乱 , 以 含 3 pg/mL 
嗓 叭 霉 素 的 1640 培 养 基 培 养 24 h 后 , 吸 去 培养 基 上 清 ， 
提取 细胞 系 总 蛋白 ,检测 ABCA1 蛋白 表达 水 平 在 稳定 
抗 性 细胞 系 中 的 变化 。 
1.2.3 Pam3CSK4 对 RAW264.7 的 ABCA1 KD 细胞 株 
的 刺激 将 RAW264.7-ABCA1INC, 和 RAW264.7-AB- 
CAlshl 分 别 种 24 孔 板 ,每 孔 Sx10 细 胞 ,两 株 重 组 细胞 
系 各 种 6 孔 ,培养 过 夜 , 标 记 为 NC 和 shl. 以 终 浓度 为 
100 ng/mL 的 Pam3CSK4 分 别 对 NC 和 shl 重组 细胞 系 
进行 刺激 ,刺激 孔 设置 为 3 孔 ,对 照 组 加 入 等 量 PBS, 设 
置 为 3 孔 ,刺激 6h 后 ,Tripure 法 提取 细胞 总 RNA ,实时 
EEKE PCR KAMAP IL-16 IL-6 TNF-a, ATF1, 
ATF2 ATF3 .ATF4 和 ATF5 在 转录 水 平 的 表达 差异 。 

将 RAW264.7-ABCA1INC, 和 RAW264.7-ABCA1lshl 
分 别 种 6 孔 板 ,每 孔 2x10 细 胞 ,两 株 重组 细胞 系 各 种 6 
孔 , 培 养 过 夜 ,标记 为 NC 和 shl。 以 终 浓 度 为 100 ng/mL 
的 Pam3CSK4 分 别 对 NC 和 shl 重 组 细胞 系 进行 刺激 ， 
刺激 孔 设 置 为 3 孔 , 对 照 组 加 入 等 量 PBS ,设置 为 3 孔 ， 
刺激 24 hb 后 ,提取 细胞 总 蛋白 ,Western blotting 检 测 各 
组 细胞 中 ATF3 在 蛋白 水 平 的 表达 差异 。 
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1.2.4 总 RNA 的 提取 TriPure Isolation Reagent 提 取 
细胞 系 总 RNA。 每 也 加 入 1 mL TriPure, 将 细胞 裂解 并 
收入 1.5 mL Ep 管 中 。 每 管 TriPure 样品 加 入 CHC] 
200 uL, EAEE AES min,4 % ,12 000 g 离 心 
15 min, 吸 取 450 pL 上 清 到 新 的 干净 的 Ep 管 中 , 加 入 
450 | 由 异 丙 醇 ,颠倒 震荡 混 匀 ,-20 %C 静 置 过 夜 ,12 000 g 
离心 15 min, 吸 去 上 清 , 加 入 1 mL 75% 乙 醇 ,颠倒 震荡 
混 匀 ,12 000 g 离 心 15 min, 尽 量 吸 去 上 清 , 开 盖 静 置 至 
乙醇 完全 挥发 ,每 管 加 入 DEPC 水 10 4L, 使 RNA 沉 淀 
完全 溶解 。 
1.2.5 cDNA 的 反 转 录 对 样品 定量 后 , 取 5 hg 总 RNA 
进行 反 转录 。 反 转录 程序 为 ,总 RNA 5 hg,mRNA 反 转 
录 通 用 引物 Oligo(dT)1 kL, 与 DEPC 水 混合 成 总 体积 
12 虑 的 反应 体系 ,该 反应 体系 在 65 % 条 件 下 孵育 3 min 
后 , 冰 浴 条 件 下 加 入 2 uL dNTP Mix(10 mmol/L) ,4 uL 
5x Reaction Buffer, 1 uL RiboLock RNase Inhibitor 
(20 U/L) 和 1 uL RevertAid M-MuLV RT(200 U/L), 
反应 总 体积 为 20 pL, 温 和 混 匀 所 有 组 分 并 离心 后 ， 
42 CC 反应 60 min, 最 终 72 恒温 5 min 以 终止 反应 ,该 
反应 完成 后 扩 增 得 到 样品 总 cDNA。 
1.2.6 实时 荧光 定量 PCR 荧光 实时 定量 PCR 检测 目 
的 基因 的 转录 水 平 。 将 样品 总 cDNA 稀释 20 倍 作为 荧光 
实时 定量 PCR 扩 增 模板 。 扩 增 体系 为 ,CDNA 模 板 4 pL， 
上 下 游 引 物 各 1 uL, FastStart Universal SYBR Green 
Master(ROX)5 uL, F Bio-Rad iQ5 荧光 定量 扩 增 PCR 
仪 反应 40 个 循环 ,检测 ABCA1 基因 的 转录 水 平 。 
1.2.7 总 蛋白 的 提取 吸 去 细胞 种 植 孔 中 培养 基 上 清 ,每 
孔 加 入 1mLPBS 冲洗 后 ,小 心 吸 去 ,再 次 每 了 筷 加 入 1 mL 
PBS, ,用 细胞 刮 小 心地 将 细胞 刮 下 ,将 细胞 混 悬 液 移 人 
干净 Ep 管 中 ,4 ,3000 r/min 离心 15 min, 去 除 上 清 ， 
每 管 加 入 含 PMSF 1 mmol/L 的 Westerm 及 了 PP 细胞 裂解 
液 100 4L, 混 匀 , 冰 浴 静 置 30 min,4 % ,13 000 r/min 离 
心 15 min, 收 取 上 清 转 和 新 的 干净 Ep 管 中 , 定 量 后 将 蛋 
白 稀 释 至 终 浓度 1.5 hg 人 EL ,加 入 蛋白 上 样 变性 缓冲 液 ， 
100 C,10 min 变 性 。 
1.2.8 Western blotting 

(1)ABCA1 Western blotting 

制备 SDS-PAGE 凝 胶 , 浓 缩 胶 浓度 为 5%, 分 离 胶 
浓度 为 6%, 每 孔 内 上 样 总 蛋白 30 ug, 80 V 恒 压 30 min 
Ja, 120 V {EJE 2.5 h, 共 计 电 泳 3 h。 裁 孔径 大 小 为 
0.45 pm 的 NC 膜 ,从 阳极 到 阴极 制备 顺序 为 “滤纸 -NC 
膜 - 胶 -滤纸 ”的 "三 明治 ?结构 , 冰 浴 条 件 下 ,320 mA 恒 
流转 印 2.5 h。 转 印 后 将 NC 膜 于 5% 脱 脂 奶 粉 -TBST 溶 
液 中 ,室温 条 件 下 ,80 r/min 震荡 封闭 3 ho 

将 2 uL ABCA1 小 鼠 单 抗 以 1:1000 体 积 比 稀释 于 
2 mL 5% 脱 脂 奶粉 -TBST 深 液 中 ,覆盖 于 和 白 印迹 上 ， 
4 % 孵 育 过 夜 ;TBST 绥 冲 液 震荡 洗 膜 3 次 ,每 次 153 min, 


将 1 上 L 羊 抗 小 鼠 IgG 以 1:5000 体 积 比 稀释 于 5 mL 5% 
脱脂 奶粉 -TBST 溶 液 中 ,覆盖 于 蛋白 印迹 上 ,室温 条 件 
下 ,80 r/min AREA 2 h。TBST 绥 冲 液 震荡 洗 膜 3 次 ， 
每 次 15 min,TBS 绥 冲 液 洗 膜 15 min。 取 ECL 超 强化 学 
发 光 显影 液 500 |L, 反 应 缓冲 液 500 pL, 配 制 化 学 发 光 显 
影 工 作 液 1 mL, 将 配制 好 的 化 学 发 光 显 影 工 作 液 滴 加 于 
NC 膜 重 白 印迹 上 , 凝 胶 成 像 系 统 曝 光 8 min 拍 照 成 像 。 

(2) 其 他 蛋白 的 Western blotting 

til SDS-PAGE ERE ,浓缩 胶 浓度 为 5% ,分离 胶 浓 
度 为 10% ,每 也 内 上 样 总 蛋白 30 ug,80 V 恒 压 30 min 后 ， 
120 V 恒 压 2.5 h, 共 计 电 泳 3 h。 裁 孔径 大 小 为 0.22 hm 
的 PVDF 膜 ,从 阳极 到 阴极 制备 顺序 为 “滤纸 -PVDF 
膜 - 胶 -滤纸 "的 “三 明治 ?结构 ,15V 恒 压 转 印 45 min, 
转 印 后 将 PVDF 腊 于 5% 脱 脂 奶 粉 -TBST 溶 液 中 ,室温 
条 件 下 ,80 r/min 震荡 封闭 3 h。 

将 20 uL ATF3 免 多 抗 以 1:150 体 积 比 稀释 于 3 mL 
5% 脱 脂 奶 粉 -TBST 溶 液 中 ,2 uLB-Actin 兔 单 抗 以 1:1000 
体积 比 稀释 于 2 mL 5% 脱 脂 奶 粉 -TBST 深 液 中 ,覆盖 于 
蛋白 印迹 上 ,4 % 孵 育 过 夜 ;TBST 绥 冲 液 震荡 洗 膜 3 次 ， 
每 次 15 min。 将 1 LL 羊 抗 免 IgG 以 1:5000 体 积 比 稀释 
于 5 mL 5% 脱 脂 奶粉 -TBST 溶 液 中 ,覆盖 于 蛋白 印迹 
上 ,室温 条 件 下 ,80 r/min 震荡 孵育 2 h。TBST 组 冲 液 震 
荡 洗 腊 3 次 ,每 次 15 min,TBS 绥 冲 液 洗 膜 15 mins W 
ECL 超 强化 学 发 光 显 影 液 500 此 ,反应 缓冲 液 500 uL, 
配制 化 学 发 光 显 影 工 作 液 1 mL ,将 配制 好 的 化 学 发 光 
显影 工作 液 滴 加 于 PVDF 膜 蛋白 印迹 上 , 凝 腕 成 像 系 统 
曝光 2~8 min 拍 照 成 像 。 
1.2.9 数据 统计 所 有 实验 均 重 复 3 遍 ,数据 采用 Prism 
6.0 软 件 统计 ,统计 方法 为 1 检验 ,P<0.05 为 差异 有 统计 


Wm ANY 
学 意义 。 


2 结果 
2.1 ABCAI KD 稳定 抗 性 细胞 系 的 鉴定 

实时 定量 灾 光 PCR 结果 显示 ,与 RAW264.7-AB- 
CAINC 相 比 较 ,4 种 shRNA 稳定 抗 性 细胞 系 中 ， 
RAW264.7-ABCA1lsh1 中 ABCA1 在 RNA 水 平 相 对 表 
达 量 最 低 ,符合 对 ABCA1 KD 的 要 求 (图 1 A,P<0.01)。 
与 RAW264.7-ABCAINC 相 比 ,RAW264.7-ABCA1sh2 
中 ABCA1 在 RNA 水 平 的 相对 表达 量 也 有 显著 降低 (图 
1A,P<0.05)。 我 们 选择 RAW264.7-ABCA1lshl 稳定 细 
胞 株 ,进一步 鉴定 shRNA 质粒 是 否 能 够 在 蛋白 质 水 平 
对 ABCAI 的 进行 敲 低 。 

Western blotting 显示 , 与 RAW264.7-ABCA1INC 
相 比 较 ,RAW264.7-ABCA1shl 中 ABCA1 在 蛋白 水 平 
的 表达 下 调 ( 图 1B)。RNA 水 平和 蛋白 质 水 平 的 鉴定 结 
果 显 示 ,在 构建 的 4 株 RAW264.7 的 ABCA1 KD 稳定 细 
胞 系 中 ,RAW264.7-ABCA1shl 细胞 株 的 ABCAI 的 
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Fig.1 Identification of RAW264.7 cell line with stable ABCA1 knockdown. A: Relative expression level of ABCA1 in different 
cell lines; B: Relative proteinlevel of ABCA1 in NC and cells with ABCA1 knockdown (ABCA1- sh1). *P<0.05, **P<0.01 vs 


RAW264.7-ABCAINC. 


mRNA 和 和 蛋白 质 表 达 水 平均 下 调 , 因 此 ,选择 
RAW264.7-ABCA1shl 细胞 株 用 于 后 续 的 实验 研究 。 
2.2 ABCAI KD 细胞 系 中 Pam3CSK4 刺激 后 ,炎症 相 
关 基 因 的 表达 变化 

实时 定量 PCR 统计 结果 显示 ,Pam3CSK4 刺 激 6h 
Jn ,RAW264.7-ABCAINC 2HP TNF-a, IL-1B#H IL-6 J 
表达 均 较 PBS 处 理 组 发 生 了 上 调 ,转录 抑制 因子 ATF3 
的 表达 没有 发 生 显著 变化 (图 2A~2D)。 同 样 在 
Pam3CSK4 刺 激 后 ,与 RAW264.7-ABCAINC 组 比较 ， 
RAW264.7-ABCA1sh1 2H F TNF-a, IL-1P 4H IL-6 KIK 
发 生 显著 上 调 , 而 炎症 抑制 转录 因子 ATF3 表达 也 发 生 
了 显著 上 调 (图 2A~2D,P<0.05)。Western 结果 显示 ， 
RAW264.7-ABCA1shl 组 细胞 系 在 被 Pam3CSK4 刺 激 
24 h 后 ,ATF3 的 和 蛋白 表达 也 发 生 上 调 , 而 
RAW264.7-ABCA1NC 组 细胞 系 在 被 Pam3CSK4 刺 激 
24h 后 ,ATF3 表 达 未 发 生变 化 (图 2E)。 
2.3 ABCAI KD 细胞 系 中 Pam3CSK4 # BUG , ATF 家 
族 其 他 相关 基因 的 表达 

实时 定量 PCR 统计 结果 显示 ,Pam3CSK4 刺 激 6h 
后 与 PBS 处 理 组 相 比 较 ,AIFFI 和 ATF2 在 
RAW264.7-ABCA1NC 组 和 RAW264.7-ABCA1shl 组 
的 转录 水 平均 下 调 ,但 受到 Pam3CSK4 刺激 后 ， 
RAW264.7-ABCA1INC 组 和 RAW264.7-ABCA1shl 组 
a) ATF 1 FU ATF2 的 转录 则 均 无 显著 差异 (P>0.05, 图 3A 
和 图 3B) ,受到 Pam3CSK4 刺 激 6Ph 后 ,ATF4 和 ATF5S 在 
RAW264.7-ABCA1NC 组 和 RAW264.7-ABCA1lshl 组 
的 转录 水 平 与 PBS 处 理 组 相 比较 ,没有 发 生 显 车 变化 
(图 3C.D,P>0.05)。 


3 讨论 


ABCA1 能 够 通过 胆固醇 转运 和 影响 细胞 表面 脂 


质 结 构 域 减少 MyD88 依 赖 的 促 炎 细胞 因子 如 TNF-a、 
IL-1P JIL-6 和 下-12p40 的 表达 2 ,在 巨 喉 细 胞 中 特异 性 
敲 除 ABCA1 能 够 引起 胆固醇 的 大 量 累积 ,上 调 这 些 细 
胞 因子 的 表达 ,进而 在 动脉 粥 样 硬化 进程 中 引发 斑 块 炎 
证 229。 与 此 相对 应 ,也 有 人 研究 报道 称 ,在 高 脂 饮食 喂 养 
并 发 生 胰 岛 素 抵 抗 的 肥胖 小 鼠 中 ae SE a Da ZH 
ABCA1 不 能 加 重 脂肪 组 织 中 的 炎症 反应 所 。 因 此 ， 
ABCA1 对 炎症 的 调节 方向 还 有 待 进一步 发 现 。 

我 们 在 工作 中 应 用 shRNA 载体 ,对 RAW264.7 进 
行 转 染 ,以 味 叭 霉 素 筛选 得 到 稳定 抗 性 细胞 系 。 经 过 实 
时 定量 PCR 和 Western 和 蛋白 印迹 检测 ,确定 了 ABCAI1 
被 稳定 敲 低 的 RAW264.7 重 组 细胞 株 ,编号 RAW264.7- 
ABCAI sh1。 我 们 应 用 ABCA1 被 稳定 敲 低 的 RAW264.7 
重组 细胞 株 , 包 含 了 作为 对 照 的 RAW264.7-ABCAI1 
NC FI ABCA 被 敲 低 的 RAW264.7-ABCA1 shl ,对 两 
组 细胞 株 应 用 Pam3CSK4 进 行刺 激 , 首 先 发 现 , 相 比 于 
未 受 刺 激 的 PBS 处 理 组 ,Pam3CSK4 刺 激 组 中 , 促 炎 
子 IL-1BJIL-6 和 TNF-o 的 转录 表达 发 生 显著 上 调 。 在 受 
到 Pam3CSK4 刺激 的 细胞 系 中 ,与 RAW264.7-ABCAI1 
NC 组 相 比 ,RAW264.7-ABCA1 sh1 组 经 Pam3CSK4 刺激 
后 卫 -1B、IL-6 和 TNF-o 的 转录 水 平 上 调幅 度 更 高 ,提示 
ABCA1 敲 除 会 显著 增强 Pam3CSK4 刺 激 引 起 的 炎症 相 
关 细 胞 因子 表达 上 调 ,这 与 文献 报道 的 项 低 ABCA1 会 引 
起 炎症 相关 细胞 因子 表达 上 调 的 结论 一 致 *, 验 证 了 
ABCAI 在 炎症 抑制 中 发 挥 着 重要 作用 。 

De Nardo 等 2 在 研究 中 发 现 ,新 生 HDL 作 用 于 小 
鼠 巨 噬 细 胞 能 够 上 调 ATF3 的 转录 ,于 是 我 们 提出 作为 
新 生 HDL 胆 固 醇 RCT 关 键 受 体 的 ABCA1 可 能 参与 了 
ATF3 的 转录 调节 。 为 了 验证 ABCA1 是 否 对 ATF3 的 
转录 有 调节 作用 ,我 们 在 所 构建 的 ABCA1 KD 炎症 细 
胞 模型 中 检测 了 ATF3 及 其 蛋白 家 族 其 它 成 员 的 转录 水 
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图 2 ABCA! KD 重组 细胞 系 中 Pam3CSK4 刺 激 后 , 促 炎 和 抑 炎 相关 基因 的 表达 

Fig.2 Relative expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory genes in response to Pam3CSK4 stimulation in 
RAW264.7 cell line with stable ABCA1 knockdown. A-D: Relative expression levels of IL-16, IL-6, TNF-a, and ATF3 
mRNAs, respectively; E: Western blotting for ATF3 expressions. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs PBS group. 


平 变化 。 在 应 用 shRNA 构 建 了 RAW264.7 的 ABCAI1 
稳定 敲 低 细 胞 系 之 后 ,对 敲 低 细 胞 系 以 Pam3CSK4 进 
行刺 激 , 比 对 敲 低 组 和 对 照 组 之 间 , 炎 症 细胞 因子 的 表 

达 变 化 。 结 果 发 现 ,RAW264.7-ABCAINC 受到 
Pam3CSK4 刺 激 后 ,IL-1B 等 促 炎 细胞 因子 转录 发 生 上 
调 的 同时 ,细胞 内 ATF3 的 转录 水 平 没 有 发 生 显著 变化 ; 
而 RAW264.7-ABCA1shl 2% Pam3CSK4 刺激 后 ,在 
IL-1B 等 促 炎 细胞 因子 转录 上 调 进一步 增强 的 同时 ， 
ATF3 的 转录 水 平 发 生 了 显著 上 调 。 但 是 ,同样 
RAW264.7-ABCA1shl 组 , 受 Pam3CSK4 刺激 的 条 件 


下 ,ATF3 所 在 转录 因子 家 族 的 其 他 成 员 ATF1、ATF2、 
ATF4 和 ATF5 的 转录 均 没 有 发 生 显著 的 上 调 变 化 ;这 些 

结果 说 明 , 在 Pam3CSK4 刺 激 巨 叭 细胞 株 RAW264.7 所 
引起 炎症 效应 中 ,ABCAI 项 低 不 但 可 以 增强 促 炎 细胞 
因子 的 表达 ,而 且 还 可 以 引起 炎症 抑制 性 转录 因子 
ATF3 的 表达 上 调 , 对 ATF3 的 上 调 作 用 在 ATF 家 族 其 
它 和 蛋白 因子 中 并 未 发 生 。 这 样 的 结果 提示 了 ABCAI1 
对 Pam3CSK4 刺 激 所 引起 的 炎症 效应 的 调节 有 可 能 是 
双向 的 , 且 其 对 AIF3 的 转录 上 调 的 调节 机 制 具 有 特异 
性 ,该 特异 性 机 制 尚 有 竺 进一步 揭示 和 阐明 。 
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图 3 ABCA! KD 重 组 细胞 系 中 Pam3CSK4 和 刺激 后 ,ATF 家 族 其 他 基因 的 表达 
Fig.3 Relative expression of the other members of ATFs familyin RAW264.7 cell line with stable ABCA1 
knockdown stimulated with Pam3CSK4. A-D: Expression levels of ATF1, ATF2, ATF4, and ATF5, respectively. 
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